Celem projektu jest zbadanie procesow naprawy DNA w indukowanej embryotoksycznosci i teratogennosci chlorkiem
metylorteci i niskim poziomem tlenu, w modelu wczesnego rozwoju ludzkich indukowanych komorek pluripotencjalnych
Odkrycie indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC) budzito wiele emocji. Opracowana metoda indukcji
pluripotencjalno$ci pozwolita bowiem na otrzymanie komérek o podobnym potencjale rozwojowym do ludzkich zarodkowych
komorek macierzystych z komorek somatycznych od osobnikéw dorostych. Zmiane fenotypu komérek somatycznych umozliwito
wprowadzenie czynnikow transkrypcyjnych: OCT3/4, SOX2, NANOG, KLF4 oraz c-MYC, kt6re spowodowaly pozadane
zamiany genetyczne, epigenetyczne oraz metaboliczne. Badania z zastosowaniem mikromacierzy wykazaty znaczne
podobienstwo na poziomie molekularnym komorek uzyskanych dzieki reprogramowaniu do zarodkowych komorek
macierzystych.

Cechg charakterystyczna komorek pluripotencjalnych jest zdolnos¢ do réznicowania we wszystkie typy komérek organizmu.
Funkcjonalnie przejawia sie to zdolnoscig do formowania tzw. kul zarodkowych (EBSs), generacja zarodkdw chimerowych po
iniekcji komorki pluripotencjalnej do blastocysty oraz tworzeniem potworniakdw po podaniu podskérnym myszom
immunokompetentnym. Uzyskanie komorek iPS stanowi duzy przetom w rozwoju medycyny regeneracyjnej, poniewaz otwiera
perspektywy wprowadzenia terapii spersonalizowanej z zastosowaniem komdrek o praktycznie nieograniczonym potencjale
rozwojowym.

Ludzkie zarodkowe komérki macierzyste pierwszy raz uzyskano w latach 90-tych z: zarodkéw nadliczbowych pochodzacych z
zaptodnienia in vitro. W Polsce obowigzujg o restrykcyjne przepisy prawne, ktére zakazujg pracy z zarodkowymi komaérkami
macierzystymi i dotyczy to zaréwno linii nowych jak réwniez linii wyprowadzonych w latach 90-tych. Prawodawstwo zakazuje
pozyskiwania oraz wszelkich badan na ludzkich zarodkowych komérkach macierzystych, w zwiazku z czym brak jest modelu
komdrek ludzkich do badan nad embriotoksycznos$cig oraz teratogennoscia in vitro. Indukowane pluripotencjalne komérki
macierzyste dzieki podobienstwu do zarodkowych komorek macierzystych umozliwiajg badania, w ktérych mozna modelowaé
najwczesniejsze etapy rozwoju ludzkiego zarodka bez kontrowersyji etycznych. Badania takie mogg mie¢ kolosalne znaczenie dla
lepszego poznania molekularnych podstaw wczesnego rozwoju zarodkowego i oceny wrazliwosci zarodka ludzkiego na dziatanie
niekorzystnych warunkéw srodowiska, miedzy innymi substancji wptywajacych na rozwoj Osrodkowego Uktadu Nerwowego
cztowieka.Komdrki iPS sg stosowane obecnie w tworzeniu modeli chordb in vitro oraz w badaniach podstawowych
toksykologicznych i farmakologicznych. W bazie danych Clinincal Trialis.gov znajdujg sie informacje na temat rozpoczetych na
$wiecie 10 préb klinicznych z zastosowaniem ludzkich komérek iPS, przy czym tylko dwie dotycza podawania komérek
pacjentom, pozostate za$ dotyczg wyprowadzania modeli okre$lonych choréb, miedzy innymi schorzen uktadu nerwowego.
Komorki pluripotencjalne, zaréwno zarodkowe jak i indukowane nie sa bez wad. Podstawowym problemem jest ich mata
stabilno$¢ genetyczna oraz zdolno$¢ do tworzenia teratom, co bezposrednio wigze sie z bezpieczefstwem terapii z zastosowaniem
tych komoérek. Tworzeniu teratom mozna przeciwdziata¢ przeszczepiajac populacje komorek zréznicowanych, natomiast problem
stabilnosci genetycznej komorek iPS w réznych warunkach otaczajacego srodowiska wymaga szeregu badari podstawowych,
ktére do tej pory nie byly jeszcze przeprowadzone. Pierwsze komorki iPS wyprowadzono przy pomocy retrowirusow, szybko
jednak okazato sie, ze tworzg one guzy zto$liwe u myszy immunokompetentnych z powodu mutagenezy insercyjnej. W
reprogramowaniu wykorzystano za$ dwa protoonkogeny: c-MY C oraz KLF4 oraz wyciszenie genu p53. Wymienione czynniki
petnig zas bardzo wazng funkcje w rozwoju nowotwordw. Obecnie znane sg metody ,,nieintegracyjne” otrzymywania komorek
iPS jak rowniez takie, w ktérych mozna poming¢ stosowanie protoonkogenow. Jednakze ze wzgledu na wysoki potencjat
aplikacyjny komorek iPS w medycynie regeneracyjnej i ich wyjsciowg niestabilno$¢ genetyczng niezbedne jest lepsze poznanie
mechanizmdw naprawy DNA w tych komérkach, zwtaszcza, ze badania kliniczne z zastosowaniem komérek iPS juz trwaja.
Coraz wiecej badan nad komérkami iPS wskazuje na wazna role obnizonego poziomu tlenu w réznicowaniu tych komorek.
Obnizony poziom tlenu promuje réznicowanie oraz korzystnie wptywa na uzyskiwanie komérek o pozadanym fenotypie, jednak
w przypadku komdrek nowotworowych powoduje represje genéw naprawy DNA, dlatego w tym projekcie tak wazy jest aspekt
badarn w warunkach obnizonego poziomu tlenu.

Chlorek metylorteci jest dobrze przebadanym zwigzkiem toksycznym sklasyfikowanym jako neurotoksyna rozwojowa, tzn dziata
szczegolnie toksycznie na komérki tkanki nerwowej w czasie jej wczesnego rozwoju. Wazng jego cecha jest generacja réznego
rodzaju uszkodzen DNA, jest wiec odpowiedni do badania proceséw uszkodzenia oraz naprawy DNA. Realizacja projektu:
.Embriotoksyczno$¢ oraz teratogennos¢ chlorku metylorteci: wptyw chlorku metylorteci oraz obnizonego poziomu tlenu”
pozwoli na okreslenie ekspresji genéw naprawy DNA w ,.etycznym modelu zarodka ludzkiego” w srodowisku tlenowym
zblizonym do warunkdw jego rozwoju. W modelu ludzkich zarodkowych komdrek macierzystych udowodniono niekorzystny
wptyw 71 substancji teratogennych. Podobieristwo komérek iPS do ESC sprawia, ze bez niszczenia ludzkiego zarodka za pomocg
komdrek iPS mozna okresli¢ potencjalny wplyw teratogenny badanego zwigzku. Ze wzgledu na znaczne ograniczenie badan na
zwierzetach wynikajace z prawodawstwa oraz promocje rozwoju modeli alternatywnych w toksykologii, komoérki iPS stanowig
bardzo wazny model, ktéry pozwala uzyska¢ unikalng wiedze na temat naprawy DNA na etapie wczesnego rozwoju, bez
koniecznosci stosowania ludzkich komérek zarodkowych. Model jest mato przebadany, pomimo ze jest cenny dla rozwoju
toksykologii in vitro, w szczegdlnosci w krajach w ktérych badania na ludzkich embrionalnych komdrkach macierzystych jest
zakazana prawnie. Teratogenno$¢ oraz embriotoksycznos¢ chlorku metylorteci wykazana in vivo oraz in vitro na komérkach ESC
wymaga potwierdzenia z komorkami iPSC, co zwiekszy wiarygodnosé ,,etycznego modelu zarodka ludzkiego”.

Badania podstawowe, ktore bedg realizowane w projekcie dotycza: oceny cytotoksycznosci, genotoksycznosci, apoptozy, analizy
uszkodzenia DNA oraz ekspresji genéw naprawy DNA i hipoksji mierzonych metoda PCR w czasie rzeczywistym.

Uzyskana wiedza pozwoli réwniez na okreslenie roli chlorku metylorteci w zaburzeniu ekspresji genéw naprawy DNA w
warunkach fizjologicznego poziomu tlenu, co moze by¢ bardzo wazne w poznaniu roli chlorku metylorteci w patogenezie choréb
neurodegeneracyjnych.



